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四种鲍 45S rDNA 在染色体上的比较定位  
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摘要  为了研究皱纹盘鲍、西氏鲍、绿鲍和杂色鲍等 4 种鲍的核型特征，实验利用荧光原位杂交（fluorescence in situ 
hybridization,，FISH）比较定位了这 4 种鲍的 45S rDNA 位点。皱纹盘鲍中，约 83%的中期细胞检出 2 对 45S rDNA 位
点，分别位于 13 号和 16 号染色体的长臂端部。西氏鲍中，约 75%的中期细胞检出 3 对 45S rDNA 位点，分别位于 6
号染色体短臂端部、14 号和 17 号染色体长臂端部。绿鲍中，约 85%的中期细胞检出 3 对 45S rDNA 位点，分别位于 4
号、6 号和 8 号染色体长臂的端部。杂色鲍中，约 65%的中期细胞检出 3 对 45S rDNA 位点，分别位于 3 号、4 号和
12 号染色体短臂的端部。此外，4 种鲍均有少数中期相的 45S rDNA 位点数高于众数，这提示除了明确的 45S rDNA
位点外，4 种鲍可能均有若干个不稳定的 45S rDNA 位点。研究结果丰富了鲍细胞遗传学研究资料，为鲍的遗传育种
研究提供了基础数据。  
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Abstract  Abalone is not only precious seafood in China, but also important mariculture shellfish. In recent years, the genetic 
breeding research of abalone has made rapid progress, but the research data of cytogenetic analysis is still in lack. Therefore, 
this study used the fluorescence in situ hybridization (FISH) to compare the distribution of 45S rDNA clusters in Haliotis 
discus hannai, H. gigantea, H. fulgens, and H. diversicolor. In H. discus hannai, 83% of the metaphase had 2 pairs of 45S 
rDNA sites, locating at terminal of the long arm ends of chromosomes 13th and 16th, respectively. In H. gigantea, about 75% 
of the metaphase had 3 pairs of 45S rDNA sites, locating at the terminal of the short arm of chromosome 6th, and at the 
terminal of the long arm of chromosomes 14th and 17th, respectively. In H. fulgens, about 85% of the metaphase cells 
detected three pairs of 45S rDNA sites located at the terminal of the long arms of chromosomes 4th, 6th, and 8th. In H. 
diversicolor, about 65% of the metaphase had 3 pairs of 45S rDNA sites, locating at the terminal of the short arms of 
chromosomes 3th, 4th, and 12th. In addition to the main mode, there were other low-frequency modes in all the 4 species of 
abalone, suggesting that these abalone may have several unstable 45S rDNA sites besides the unambiguous sites. The number 
and the location of 45S rDNA loci in abalone showed a high level of intraspecific variation in general. These findings enrich 
the cytogenetic research data of abalone and provide basic data for the further studies of genetic breeding in abalone.  
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体研究主要局限于核型分析，以及少量带型与重复序列 FISH 定位研究[4]。 
荧光原位杂交（fluorescence in situ hybridization，FISH）是一种将分子生物学方法与细胞遗传学
方法相整合的技术[5]，近 30 年内得到了长足发展，为精细研究贝类染色体形态、结构提供了有力工
具。鲍染色体的 FISH 研究尚处于起步阶段，研究资料匮乏，阻碍了鲍属染色体进化机制研究的深
入，也无法支持鲍遗传育种研究的迅速发展[6-10]。因而，本研究利用 FISH 比较定位了我国 4 种重要
的养殖鲍类——皱纹盘鲍（Haliotis discus hannai）、西氏鲍（H. gigantea）、绿鲍（H. fulgens）和杂









为担轮幼虫时，即使用 300 目筛绢网进行鲍鱼幼体的收集。同时取鲍鱼肌肉固定于无水乙醇中备用。 
1.2 DNA提取与染色体的制备 
取鲍鱼成体肌肉约 30 mg，使用 DNA 提取试剂盒（上海捷瑞生物工程有限公司）提取鲍鱼全基
因组 DNA。按 Arai 等的方法制备鲍鱼染色体[11]。 
1.3 荧光原位杂交（fluorescence in situ hybridization，FISH） 
探针制备    实验以 45S rDNA 部分序列（18S rDNA 编码区的一个保守区段）为模板制备探针。
这 一 区 段 序 列 通 过 PCR 获 得 ， 引 物 为 贝 类 18S rDNA 通 用 引 物 18F （ 5′-
AACCTGGTTGATCCTGCCAGT-3′）、18R（5′-TGATCCTTCTGCAGGTTCA-3′） [12]。扩增产物采用
缺口平移法标记上生物素，具体操作参照试剂盒说明书（罗氏集团有限公司）。 
探针变性    将已知浓度的探针加入到 35 μL 杂交缓冲液（50% 硫酸葡聚糖、去离子甲酰胺、
20×SSC）中，使探针终浓度约为 2 ng/μL。将混合液置于 72 ℃水浴锅中变性 8 min，然后置于冰上
10 min 以上。 
染色体变性    74 ℃水浴锅中加热变性缓冲液（去离子甲酰胺、20×SSC、蒸馏水）约 5 min，
将老化过的染色体载玻片置于变性缓冲液处理 2~3 min，变性过的染色体载玻片在梯度乙醇（70%、
80%、90%、100% 和 100%）中脱水各 30 s，最后将脱水后的玻片风干。 
分子杂交    在风干后的玻片样本位置上滴加变性过的探针杂交混合液，均匀平整的盖上封口
膜，置于湿盒（内有少量 2×SSC 溶液）内，37 ℃（恒温箱或杂交炉）杂交过夜（12~16 h）。 
洗涤及信号放大     揭去封口膜，将杂交后的玻片依次置于洗脱缓冲液（去离子甲酰胺、
20×SSC、蒸馏水）（37 ℃）、4×SSC（室温）、4×SSC（室温）中各处理 5 min，以便洗脱未杂交成
功的残余探针。完成上述步骤后甩去玻片表面液体，将 100 μL 的探针的一抗溶液（Avidin- Alexa 
Fluor 488 溶液）滴加在样品上，盖上封口膜放于湿盒中，37 ℃恒温箱中温育 30 min。黑暗环境揭掉
载玻片上封口膜，将玻片依次置于室温下的 4×SSC-Triton、4×SSC、4×SSC 中各洗涤 5min。最后用双
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蒸水轻轻冲洗，置于避光处风干。 
负染、镜检及图像处理    用 10 μL 的 PI 负染 10 min，使用 Olympus BX53 荧光显微镜完成观
察与拍照。通过相应荧光滤片组观察 FISH 荧光信号。用带有 DP73 电荷藕合器件图像传感器
（CCD）拍摄图像，使用 CellSens 软件摄像机采集图像，并进行图像的多通道组合及初步处理，后期
再用 Image-pro plus 6.0 等生物学图像软件进行精确的染色体核型结构与信号位点等分析与测量。参照
Levan 等[13]提出的分组标准进行染色体分类，同一类染色体按相对长度递减顺序排列。 
2 结果 
利用 FISH 技术定位皱纹盘鲍、西氏鲍、绿鲍和杂色鲍中期染色体上 45S rDNA 的位置，染色体
被 PI 染为红色，45S rDNA 位点呈现黄绿色荧光信号。每个物种取 100 个中相细胞进行观察、计数，
获得 45S rDNA 基因簇数目直方图。其中，西氏鲍、绿鲍和杂色鲍等 3 种鲍的 45S rDNA 基因簇数目
的众数均为 3 对，而皱纹盘鲍为 2 对（图 1）。 
 
图 1 四种鲍的 45S rDNA 位点数直方图 
(a)皱纹盘鲍 45S rDNA 位点分布；（b）西氏鲍 45S rDNA 位点分布；（c）绿鲍 45S rDNA 位点分布；（d）杂色鲍 45S rDNA 位点分
布 
Fig. 1 Histogram of 45S rDNA loci in 4 species of abalone 
(a) 45S rDNA sites distribution in H. discus hannai ; (b) 45S rDNA sites distribution in H. gigantea; (c) 45S rDNA sites distribution in H. 
fulgens; (d) 45S rDNA sites distribution in H. deiversicolor 
取染色体数目和 45S rDNA 位点数都与其众数相符的中期相进行核型分析（图 2）。皱纹盘鲍核
型公式为 2 n=36=20 m+16 sm，约 83%的中期细胞检出 2 对 45S rDNA 位点，分别位于 13 号染色体
（sm）长臂和 15 号染色体(sm)长臂的端部（图 2-1， 2）。西氏鲍的核型也为 2 n=36=20 m+16 sm，
约 75 %的中期细胞检出 3 对 45S rDNA 位点，其中 2 对位于 14 号染色体（sm）长臂和 17 号染色体
(sm)长臂的端部， 1 对位于 5 号染色体（m）短臂端部（图 2-3， 4)。绿鲍的核型公式为 2 n=36=16 
m+16 sm+4 st，约 85%的中期细胞检出 3 对 45S rDNA 位点，全部位于 m 染色体（4 号、6 号和 8
号）长臂的端部（图 2-5， 6）。杂色鲍的核型公式为 2 n=32=16 m+14 sm+2 st，约 69%的中期细胞
检出 3 对 45S rDNA 位点，其中 2 对位于 m 染色体（3 号和 4 号）短臂端部，1 对位于 sm 染色体（12
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号）短臂端部（图 2-7， 8）。除了主要模式外，4 种鲍的 45S rDNA 信号还有其他出现频率较低的分
布方式(图 3)。 
 
图 2  4 种鲍的 45S rDNA 的 FISH 及核型排列图 
Fig. 2 FISH mapping of 45S rDNA and karyotype of 4 species of abalone 
1、3、5、7 四幅图左侧分别为皱纹盘鲍、西氏鲍、绿鲍和杂色鲍的 45S rDNA 中期分裂相图，右侧为对应的染色体核型排列图；m. 
中部着丝粒染色体，sm. 亚中部着丝粒染色体，st. 近端部着丝粒染色体；绿色信号为 45S rDNA 
The four left figures (1, 3, 5, 7) were FISH mapping of 45S rDNA gene in H. discus hannai, H. gigantea, H. fulgens and H. deiversicolor, 
respectively; the four right figures were the corresponding karyotype arrangement of four species abalone; m: metacentric  ;sm. 
submetacentric, st. subtelocentric; the green signal was the 45S rDNA gene 
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图 3  4 种鲍中 45S rDNA 位点的其他模式 
Fig.3 Other patterns of 45S rDNA loci in 4 species of abalone  
1、2、3 三幅图为皱纹盘鲍 45S rDNA 中期分裂相图；4、5、6 三幅图为西氏鲍 45S rDNA 中期分裂相图；7、8、9 三幅图为绿鲍
45S rDNA 中期分裂相图；10、11、12 三幅图为杂色鲍 45S rDNA 中期分裂相图；绿色信号为 45S rDNA 
The 1, 2, 3 three figures were FISH mapping of 45S rDNA gene in H. discus hannai; the 4, 5, 6 three figures were FISH mapping of 45S 
rDNA gene in H. gigantea; the 7, 8, 9 three figures were FISH mapping of 45S rDNA gene in H. fulgens; the 10, 11, 12 three figures were 











真核生物中，45S rDNA 基因是编码核糖体 RNA 的串联重复序列，由 18S、5.8S 和 28S rDNA 组
成。45S rDNA 通常在基因组中成簇排列[14]。45S rDNA 编码序列在种间具有极高的保守性，且不同重
复单元序列高度一致，是研究重复序列分子进化机制的模型[15]。在细胞遗传学研究中，45S rDNA 位
点研究也是最多的细胞遗传标记，在一些物种中还可能与性别决定区域相关联[16]。45S rDNA 的染色
体分布可以通过银染、CMA 染色或 DAPI 染色等方法来显示，更直接的方法是以 45S rDNA 或其中部
分序列(如 18S rDNA)为探针作 FISH 定位[17]。 
表1  鲍类45S rDNA 位点定位研究概况 











(H. discus hannai) 
14 m+6 m/sm+16 sm 4 2 th, TER；7 th, TER；12 th, TER；18 th, 
TER 
[3] 
20 m+ 16 sm 2 14 th, TER；17 th, TER [17] 
20 m+16 sm 2 13 th, TER；15 th, TER 本研究 
西氏鲍 
(H.gigantea) 
20 m+16 sm 3 9 th, TER；12 th, TER；14 th, TER [9] 
 20 m+16 sm 3 5 th, TER；14 th, TER；17 th, TER 本研究 
绿鲍  
(H. flugens) 
16 m + 16 sm + 4 st 2 4 th, TER；11 th, TER [6] 
16 m+16 sm+4 st 3 4 th, TER；6 th, TER；8 th, TER 本研究 
红鲍  
(H. rufescens) 
16 m+18 sm+2 st 2 4 th, TER；5 th, TER [8] 
粉红鲍 
(H. corrugata) 
20 m+14 sm+2 st 2 2 nd, TER；4 th, TER [6] 
杂色鲍 
(H. deiversicolor) 
16 m+14 sm+ 2 t 3 3 rd, TER；4 th, TER；12 th, TER 本研究 
注: 相对位置参考朱齐春(2017) [ 18]; TER=端部着丝粒染色体着丝粒末端或者亚端部着丝粒染色体的短臂端部 
Notes: the relative locations refer to the Zhu (2017) [ 18]; TER=centromeric termini of acrocentric chromosomes or terminal on the p-arms 
目前，已利用 FISH 定位 45S rDNA（或 18S rDNA）的鲍共 6 种（表 1），结果表明，鲍类 45S 
rDNA 位点的数目和位置普遍存在较大的种内变化。以皱纹盘鲍为例，现有的 3 篇报道结果互不相
同。蔡明夷等[3]以 2 个质粒（含人类的 18S rDNA、5.8S rDNA、28S rDNA 和一段 7.3 kb 间隔序列片
段）制备杂交探针作 FISH，共检出 4 对阳性信号。Wang 等[17]以 PCR 扩增 18S rDNA 部分编码区制
备杂交探针作 FISH，发现 81%的细胞具有 2 对信号，分别位于 14 号和 17 号染色体长臂端部；同
时，还存在着其他低频率位点分布模式，表现出较高的种内多态性。本研究中，皱纹盘鲍 45S rDNA
位点染色体定位结果与 Wang[3]的结果相近，也检出 2 对阳性信号，少于蔡明夷等[3]所报道的 4 对阳
性信号。造成这些结果差异的主要原因可能是，蔡明夷等[3]用以制备探针的 DNA 片段较长，因而检
出的灵敏度相应较高。综合现有研究结果可以推测，皱纹盘鲍至少存在 2 对大的 45S rDNA 位点，
FISH 信号稳定；同时可能还存在若干对小的 45S rDNA 位点，FISH 信号不稳定。Gallardo-Escárate
等[6-8]在红鲍、绿鲍和粉红鲍也观察同样的结果，3 种鲍的中期染色体中均有 2 对信号明确的和若干对
不稳定的 45S rDNA 信号。在现有动物细胞遗传学研究资料中，约有 12%的物种表现出 rDNA 数目和
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分布位置的种内变化[19]。基因组中，低于 FISH 检测灵敏度下限的 rDNA 位点的扩增，或者失去活性
的 rDNA 逐渐被排除，可能是导致 rDNA 位点数目和位置多态的重要原因。此外，不同实验室 FISH
程序的检测灵敏度差异也可能导致 45S rDNA 定位结果的变动。 
目前已报道的动物核型中，约 60%具有单对 45S rDNA 位点，但几乎在所有类群中都存在多对位
点的核型[19]。贝类核型中，45S rDNA 位点的众数为 1 对，平均数为 3.18 对[19]。鲍一般具有 2~3 对明
确的 45S rDNA 位点和若干对不稳定的小位点，为多对位点模式（表 1）。目前认为，多倍化[20]、种
间杂交[21]、非同源位点间重组[22]、转座子的作用[23]、环出扩增 rDNA 的重新插入[24]等原因可能导致
45 rDNA 位点数目增多。自然状态下，鲍易发生种间杂交，而且杂交子代常获得明显的杂种优势 [25]。
Cai 等[4]在分析杂色鲍×皱纹盘鲍杂交子代核型时发现，杂交 F1 复合染色体组很不稳定[4]。杂种染色
体组不稳定是导致 rDNA 位点获得或丢失的重要原因 [21]。，然而，鲍属中，究竟是什么原因导致其
45S rDNA 位点数目普遍高于贝类 45 rDNA 位点的众数，以及 45S rDNA 位点的扩张的生物学意义是
什么？解答这些问题尚需更多的研究数据。 
虽然鲍 45S rDNA 的位点数目扑朔迷离，但其染色体分布区域非常稳定，全部信号均分布于染色
体端部（表 1）。真核生物中，45S rDNA 位点分布染色体端部是主流模式。Roa 等[26]和 Gornung[15]分
别综述了植物和鱼类 45S rDNA 定位研究资料，研究表明，超过 50%的被子植物和约 43%的鱼类具有
染色体端部分布的 45S rDNA 位点。Sochorová等[19]统计了 54 种贝类的 45S rDNA 定位结果，发现
67%的位点为染色体端部分布[19]。研究人员认为，rDNA 分布于染色体端部利于其发生同源重组，而
同源重组可能 rDNA 协同进化的重要维持机制[27]；染色体端部分布也便于 rDNA 位点在染色体间扩增
与重排[28]；此外，端部分布串联重复 rDNA 可能还具有保护染色体的作用，与端粒作用类似[29]。 
综上所述，皱纹盘鲍、西氏鲍、绿鲍和杂色鲍等 4 种鲍均具有多对 45S rDNA 位点，其中 2~3 对
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